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Impiego degli inibitori della proteasi del virus deirimmunodeficienza umana (HIV) 
(HIV-PI) per utilizzarli come farmaci o per realizzare nuovi farmaci ad azione anti- 
angiogenica, anti-tumorale, anti-edemigena, anti-infiammatoria, per il trattamento 
del sarcoma di Kaposi, dei tumori, e delle malattie angioproliferative, infiammatorie 
ed autoimmuni in soggetti infettati o non con il virus HIV. 



2770PTIT NOTARBARTOLO & GERVASI S.pA 



Descrizione 



delta domanda di brevetto per Invenzione Industrial 

inibitori della proteasi del virus deirimmunodeficienza umana (HIV) nella 

terapia del sarcoma di Kaposi, dei tumori e delle malattie angioproliferati- 

ve, infiammatorie ed autoimmuni, associati e non all'infezione da HIV 9 

a nome di Istituto Superiore di Sanity 

con sede in 00161 Roma - Viale Regina Elena, 299 

Inventori designati: Barbara ENSOLI 

Depositata il con il n. 

***** 

Campo deH'invenzione 

La presente invenzione e relativa all'uso degli inibitori della proteasi del 
virus deirimmunodeficienza umana (HIV) nella terapia del sarcoma di 
Kaposi, dei tumori e delle malattie angioproliferative, infiammatorie ed 
autoimmuni, associati e non all'infezione da HIV. 
Arte nota 

Gli inibitori della proteasi del virus HIV sono composti ad attivite nota e 
sono ad esempio descritti in Deeks et al. (Oeeks et al., 1997). Esst sono 
impiegati nella terapia deH'infezione da HIV in soggetti affetti dalla sin- 
drome deirimmunodeficienza acquisita (AIDS) con la funzione di inibire la 
maturazione del virus e bloccarne la replicazione (Deeks et al., 1997). 
Nel seguito della presente descrizione gli inibitori delta proteasi del virus 
HIV verranno indicati anche con la sigla HIV-PL 
II sarcoma di Kaposi (KS) e un tumore associate all'infezione da her- 
pesvirus umano 8 (HHV8) ed 6 particolarmente frequente in soggetti in- 
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fettati con il virus HIV (AIDS-KS) (Ensoli e StOrzl., 1998; Ensoli et al. f in 
press). II KS viene osservato anche in soggetti non infettati da HIV, parti- 
colarmente nell'area mediterranea ed in Italia (KS classico), in Africa (KS 
endemico) ed in soggetti trapiantati di organo sottoposti a terapia immu- 
nosoppressiva (KS iatrogenico) (Ensoli e StOrzl., 1998; Ensoli et al., in 
press). La disregolazione del sistema immune appare essere una condi- 
zione necessaria alio sviluppo di KS in soggetti infettati con il virus HHV8 
(Ensoli e StOrzl., 1998; Ensoii et al., in press). 
Diversi autori hanno descritto una ridotta incidenza di KS e di linfomi 
(International Collaboration on HIV and Cancer, 2000) o regressione 
(Lebb§ et al., 1998; Cattelan et aL„ 1999) del KS in pazienti infettati da 
HIV e trattati con combinazioni di farmaci antiretrovirali contenenti alme- 
no un HIV-PI (Deeks et al., 1997). II KS 6 un tumore vascolare caratteriz- 
zato da angiogenesi, permeability vascolare ed edema, crescita di cellule 
fusate di origine endoteliale (cellule di KS) e da infiltrazione dl cellule in- 
fiammatorie, ed d particolarmente frequente ed aggressivo in maschi 
omosessuali e bisessuali infettati con HIV e co-tnfettati dalWHV-8 (Ensoli 
e Sttirzl., 1998; Ensoli et al., in press). La formazione delle lesion! d me- 
diata da citochine con effetti angiogenici, prolrferativi edemigeni ed in- 
fiammatori prodotte da cellule KS, da cellule endoteliali attivate e da cel- 
lule immuni infiltranti i tessuti (Ensoli et al., 1989; Ensoli et al., 1994a; 
Ensoli et al., 1994b; Fiorelli et al., 1995; Samaniego et al., 1995; Sama- 
niego et al., 1997; Samaniego et al., 1998; Barillari et al., 1999a). Tra i 
fattori angiogenici, il basic fibroblast growth factor (bFGF) 6 espresso ad 
alti livelli nelle lesioni ed d il More autocrino e paracrino piu importante 
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per la crescita del KS e per I'angiogenesi (Ensoli et al., 1989; Ensoli et 
al., 1994a; Ensoli et al., 1994b; Samaniego et al., 1995; Fiorelli et al., 
1995; Samaniego et al., 1997; Samaniego et al., 1998; Barillari et al., 
1999a). Infatti, anticorpi o oligomeri antisenso diretti contro il bFGF bloo- 
cano sia I'angiogenesi che la formazione di lesioni simil-KS promosse 
dall'inoculazione di cellule KS primarie in topi nudi ma anche la crescita di 
cellule KS in vitro (Ensoli et al., 1989; EnsoG et al., 1994b; Barillari et al., 
1999b). Vlceversa, I'inoculazione di bFGF nei topi nudi promuove lo svi- 
luppo di lesioni angioproliferath/e simil-KS (Ensoli et al., 1994a; Sama- 
niego et al., 1998; Barillari et al., 1999a) la cui frequenza ed aggressivita 
sono aumentate dalla proteina Tat di HIV-1, che 6 in grado di mimare 
lazione di proteine delta matrice extracellulare. In particolare, per agire 
sul KS, Tat richiede la presenza di bFGF o di citochine infiammatorie che 
inducono la produzione di bFGF che, a sua volta, promuove 
I'espressione dei recettori per il Tat (Ensoli et al., 1990; Barillari et al., 
1992; Barillari et al., 1993; Ensoli et al., 1994a; Albini et al., 1995; Fiorelli 
et al., 1995; Fiorelli et al., 1998; Fiorelli et al., 1999; Barillari et al., 1999a 
e 1999b). Un altro induttore di crescita, di angiogenesi e di permeabilita 
vascolare presente net KS e il Vascular endothelial growth factor 
(VEGF), che coopera con il bFGF all'angiogenesi e all'edema del KS 
(Samaniego et al., 1998). Altri fattori presenti nel KS e che cooperano 
alia sua formazione sono I'interteuchina (IL)-1, l'IL-6, il tumor necrosis 
factor (TNF)a, interferon (IFI%, il granulocyte-monocyte colony- 
stimulating factor (GMCSF), il platelet-derived growth factor (PDGF), 
I'oncostatina-M e le B-chemochine (RANTES, MIP-1a, MIP-10, ed altre) 
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(Ensoti e Sturzl., 1998; Ensoli et al. t in press). In particolare, le citochine 
infiammatorie quali IL-1 , IL-6, TNFa e IFNy inducono cellule KS e cellule 
endoteliali a produrre bFGF e VEGF, inducono cellule endoteliali ad ao 
quisire it fenotipo di cellule KS, sono angiogeniche in vivo ed inducono 
ad aumentame lesioni KS nei topo (Samaniego et al., 1995; Fiorelli et al., 
1995; Samaniego et al., 1997; Fiorelli et al., 1998; Barillari et al M 1999a). 
Oltre a promuovere la crescita del KS, il bFGF, come il VEGF, 6 in grado 
di attivare tutti i processi che sono richiesti per indurre Pangiogenesi. 
L'angiogenesi a sua volta § fbndamentale per la crescita e metastasi dei 
tumori e per le malattie angioproliferative non neoplastiche ed d spesso 
una componente importante nelle malattie infiammatorie croniche (Car- 
meliet e Jain, 2000). Uangiogenesi richiede 3 distinti processi: la degra- 
dazione della membrana basale vascolare da parte delle proteasi endo- 
teliali, la migrazione direzionale delle cellule nellb spazio perivascolare 
(invasione e migrazione delle cellule endoteliali) e la proliferazione delle L 
cellule endoteliali (Carmeliet e Jain, 2000). In particolare, la degradazione! 
della membrana basale vascolare § mediata dalle metalloproteasi della ^^^Q^^^ 
matrice (MMP). Le stesse MMP sono necessarie alia crescita tumorale e 
metastatica e per I'infiltrazione di cellule infiammatorie nei tessuti (Stetler- 
Stevenson, 1999). Tra queste, rMMP-2 6 essenziale per Tangiogenesi, § 
indotta da bFGF ed 6 fbrtemente espressa nelle lesioni primarie del KS 
ed in altre neoplasie (Ensoli et al M 1994a; Barillari et al., 1999b; Stetler- 
Stevenson, 1999; Toschi et al M submitted). Llnibizione della migrazione, 
deillnvasione o della proliferazione delle cellule endoteliali, o dell'attivita 
delI'MMP-2 e in grado di bloccare I'angiogenesi e costituisce il razionale 
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delle terapie anti-angiogeniche ed anti-tumorali attualmente in uso (Ste- 
tler-Stevenson, 1999; Koivunen et al., 1999; Carmeliet e Jain, 2000). 
La minora incidenza e la regressione del KS osservati in individui infetti 
da HIV e trattati con HIV-PI (Lebbd et al., 1998; Cattelan et al., 1999; In* 
ternational Collaboration on HIV and Cancer, 2000) § stata messa in re- 
lazione con la capacity di questi farmaci di inibire la replicazione dell'HIV 
e, conseguentemente, la produzione ed il rilascio delta proteina Tat 
dell'HIV-1, un potente fattore di progressione del KS (Ensoli et al., 1990; 
Ensoli et al., 1994a; Barillari et al., 1999a; Barillari et ai. t 1999b). Inoltre, 

^ ricostituendo il numero e la funzione di linfociti T citotossici specifici e 
I'attivite natural killer, il trattamento con HIV-PI aumenta una risposta im- 
mune protettiva contro HHV-8 (Ensoli et al., in press), il virus considerate 
essere la causa del KS (Ensoli e Sturzl, 1998; Ensoli et al., in press). In- 
fatti, in soggetti trattati con HIV-PI si osserva la riduzione delta carica vi- 
rale sia di HIV (Deeks et al., 1997), che di HHV-8 e la ricomparsa delle 
risposte immunologiche contro HHV-8 (Blum et al., 1997; Rizzieri et al., 
1997; Lebb§ et ah, 1998; Osman et al., 1999; Sirianni et al., 1999; Siri- 

0 anni et al., 2000; Wang et al., 2000). 

Tuttavia, noi abbiamo ipotizzato che la minore incidenza e regressione 
del KS osservata in individui trattati con HIV-PI potesse essere dovuta ad 
un effetto anti-angiogenico, anti-tumorale, anti-edemigeno e/o anti- 
infimmatorio diretto di questi farmaci. Occorre rimarcare che questi effetti 
dei HIV-PI non erano anticipabili sulla base degli studi esistenti. Infatti, 
tutti gli studi concordano nell'attribuire la ridotta incidenza o la regressio- 
ne del KS nei soggetti trattati con HIV-PI airinibizione dell'infezione da 
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HIV con conseguente riduzione dell'espressione della proteina Tat, alia 
ricostruzione del sistema immune, o alia scomparsa deirherpesvirus 
umano 8 dal sangue e dalle lesioni conseguente alia ricostituzione di ri- 
sposte immuni umorali o cellulo-mediate efficaci contro il virus (Blum et 
al., 1997; Rizzieri et al. f 1997; Lebb6 et al., t998; De Milito et al., 1999; 
Cattelan et aL, 1999; Osman et al., 1999; Sirianni et al., 1999; Sirianni et 
al., 2000; Wang et al., 2000). Al contrario, gli effetti da noi ipotizzati dei 
HIV-PI non sono mai stati descritti o studiati in precedenza. 
Sommario deirinvenzione 

Costituisce oggetto della presente invenzione I'impiego degli inibitori della 
proteasi del virus HIV (HIV-PI) per realizzare farmaci ad azione anti- 
angiogenica per il trattamento dei tumori e delle malattie angioproliferati- 
ve non rieoplastiche in soggetti non infettati dal virus HIV. 
Aitro oggetto deirinvenzione 6 I'impiego degli inibitori della proteasi del 
virus HIV (HIV-PI) per realizzare farmaci ad attivita anti-tumorale diretta 
in soggetti non infettati da HIV. 

Altro oggetto deirinvenzione 6 I'impiego degli inibitori della proteasi del 
virus HIV (HIV-PI) per realizzare farmaci ad attivita anti-edemigena, anti- 
infiammatoria e per la terapia delle malattie infiammatorie ed autoimmuni 
in soggetti non infettati da HIV. 

Altro oggetto deirinvenzione e I'impiego degli inibitori della proteasi del 
virus HIV (HIV-PI) per realizzare farmaci per il trattamento del sarcoma di 
Kaposi in soggetti non infettati da HIV. 

Altro oggetto deirinvenzione 6 I'impiego degli inibitori della proteasi del 
virus HIV (HIV-PI) per realizzare farmaci ad azione aftti-angiogenica, anti- 
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tumorale, anti-edemigena e/o anti-infiammatoria, per il trattamento del 
sarcoma di Kaposi, dei tumori, e delle malattie angioproliferative non 
neoplastiche, infiammatorie ed autoimmuni in soggetti infettati con il virus 
HIV. 

Ulteriore oggetto dell'invenzione § I'impiego per gli scopi suddetti dei 
composti denominati Crixivan® (indinavir) commercializzato da Merck 
Sharp e Dohme; Invirase® o Fortovase® (saquinavir), commercializzato 
da Roche; Norvir® (ritonavir), commercializzato da Abbott Laboratories; 
Viracept® (neifinavir), commercializzato da Roche; Agenerase® (ampre- 
navir), commercializzato da Glaxo Wellcome; Kaletra® (lopinavir e ritona- 
vir), commercializzato da Abbott Laboratories. 

AKro oggetto dell'invenzione <=> I'impiego degli inibitori della proteasi del 
virus HIV (HIV-PI) e dei composti sopra elencati per le indicazioni sopra 
riportate in combinazione tra loro e/o in associazione con farmaci anti- 
infiammatori, anti-angiogenici o anti-tumorali. 

Ulteriore oggetto deirinvenzione 6 llmpiego di analoghi o derivati degli 
inibitori della proteasi di HIV, HIV-PI, e dei composti sopra elencati con 
attivite anti-angiogenica, anti-tumorale, anti-edemigena ed anti- 
infiammatoria da soli o combinati tra loro e/o in associazione con farmaci 
anti-infiammatori, anti-angiogenici o anti-tumorali. 
Ulteriori oggetti deirinvenzione risulteranno evidenti dalla seguente de- 
scrizione dettagliata deirinvenzione. 
Breve descrizione delle Figure 

Fig. 1 Indinavir e saquinavir inibiscono la formazione di lesioni angiopro- 
liferative indotte da bFGF nel topo nudo. 
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Fig. 2 Indinavir e saquinavir non interferiscono con la proliferazione di 
cellule endoteliali in risposta a bFGF. 

Fig. 3 Indinavir e saquinavir inibiscono la migrazione delle cellule endote- 
liali in risposta a bFGF. 

Fig. 4 Indinavir e saquinavir inibiscono Hnvasione delle cellule endoteliali 
in risposta a bFGF. 

Fig. 5 Indinavir blocca I'attivazione di MMP-2 in cellule endoteliali. 
Fig. 6 II saquinavir blocca I'attivazione di MMP-2 in cellule endoteliali. 
Fig. 7 Indinavir e saquinavir promuovono la regressione di lesioni simil- 
KS indotta dalttnoculazione di cellule KS nel topo nudo. 
Fig. 8 Indinavir e saquinavir bloccano la permeability vascolare e Pedema 
promossi dall'inoculazione di cellule KS nel topo nudo. 
Fig. 9 Indinavir e saquinavir inibiscono la capacita inyasiva delle cellule 
KS- 

Fig. 10 Indinavir e saquinavir bloccano la produzione di citochine infiam-^£*| 
matorie quali TIL-6 da parte di cellule KS. 

Descrizione dettaaliata deirinvenzione W 

X 

II trattamento dei pazienti affetti da AIDS con combinazioni di farmaci an-\^^g^| 
tiretrovirali contenenti un inibitore della proteasi del virus HIV (HIV-PI) 
(per esempio indinavir o saquinavir) ha dimostrato di diminuire I'incidenza 
del KS e dei linfomi e di indurre la regressione del KS nei soggetti trattati 
(Lebbe et al. f 1998; Cattelan et al.„ 1999; International Collaboration on 
HIV and Cancer, 2000). Questi effetti sono stati da altri attribuiti al bloc- 
co, da parte dei HIV-PI, della replicazione del virus HIV, al blocco della 
replicazione del virus HHV8, e/o alia ricostituzione di efficaci risposte im- 
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muni contro MHV8 e I'HIV (Blum et a}., 1997; Rizzieri et aL, 1997; Lebb6 
et aL, 1998; De Milito et al., 1999; Cattelan et aL, 1999; Osman et al M 
1999; Sirianni et at., 1999; Sirianni et al., 2000; Wang et ah, 2000). 
D'altra parte nostri studi passati e recenti indicano die citochine, fattori di 
crescita e angiogenics [particolarmente il basic fibroblast growth factor 
(bFGF)] prodotte da cellule di KS, endoteliali e cellule del sistema immu- 
ne mediano la formazione delle lesioni di KS (Ensoli et al., 1989; Ensoli 
et aL, 1994a; Fiorelli et aL, 1995; Samaniego et aL, 1995; Samaniego et 
aL, 1997; Ensoli e StOrzL, 1998; Fiorelli et aL, 1998; Samaniego et al., 
1998; Barillari et aL, 1999a; Fiorelli et al., 1999; Ensoli et al., in press). 
Pertanto, contrariamente all'opinione comune del mondo scientifico, ab- 
biamo ipotizzato che nella combinazione di farmaci somministrati ai sog- 
getti con AIDS e KS, I'effetto di regressione sul KS fosse dovuto ad 
un'attivite diretta degli HIV-PI sull'angiogenesi, sulla crescita del tumore, 
sull'edema e suH'infiammazione. Tramite Putilizzo di modelli in vivo ed in 
vitro abbiamo dimostrato che indinavir ed il saquinavir bloccano lo svi- 
luppo di lesioni angioproliferative simil-KS indotte dall'inoculazione di 
bFGF o di cellule umane primarie di KS nei topi nudi. Questo effetto 6 
dovuto al blocco della migrazione ed invasione di cellule endoteliali e tu- 
morali ed d associate all'inibizione dell'attivazione di un enzima chiamato 
metalloproteasi-2 (MMP-2) da parte di indinavir o saquinavir usati alle 
stesse concentrazioni present! nel plasma umano. Gli enzimi della classe 
delle metalloproteasi sono essenziali alia motility cellulare (migrazione ed 
invasione) e, pertanto, all'angiogenesi ed alia crescita ed invasione dei 
tumori (Carmeliet e Jain, 2000). Inoltre, gli HIV-PI bloccano la permeabi- 
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lite vascolare e I'edema promosso dalle cellule KS nel topo nudo e la 
produzione di citochine da parte delle. cellule KS. Queste citochine non 
solo contribuiscono alia promozione delle lesioni KS ma hanno anche at- 
tivite infiammatoria (Ensoli et aL, 1989; Barillari et al., 1992; Samaniego 
et aL, 1995; Fiorelli et al., 1995; Samaniego et al., 1997; Sirianni et al., 
1998; Samaniego et al., 1998; Fiorelli et al., 1998; Fiorelli et al., 1999; 
Barillari et aL, 1999a) ed alcune di esse agiscono promovendo la crescita 
della malattia multicentrica di Castleman e di linfomi (Tbsato et aL, 1993; 
Peterson e Frizzera, 1993; Ramsay et aL, 1994; Asou et aL, 1998). Que- 
sti dati, quindi, indicano che Teffetto degli HIV-PI sul KS e sui linfomi e 
dovuto ad un blocco diretto sull'MMP-2, sulla migrazione ed invasione di 
cellule endoteliali e tumorali, sull'angiogenesi, sull'edema e sulla produ- 
zione di citochine determinando Tinibizione della formazione delle lesioni 
e la minore incident di tumori osservata nel modello murino e/o in sog- 
getti trattati con HIV-PI. 

E importante sottolineare che questi effetti terapeutici sono stati ottenuti 
in assenza di HIV ed HHV8, escludendo, quindi, che gli effetti dei HIV-PI 
su KS, angiogehesi, permeability vascolare ed edema, infiammazione e 
produzione di citochine siano mediati da effetti degli HIV-PI su HIV e/o 
HHV-8. 

La scoperta che gli inibitori della proteasi di HIV sono potenti farmaci an- 
ti-angiogenetici, anti-tumorali, anti-edemigeni ed anti-infiammatori e che 
bloccano Tattivazione di proteasi cellulari coinvolte in questi processi, 
apre un campo completamente nuovo e rappresenta, quindi, una nuova e 
differente indicazione terapeutica di questi farmaci ad un loro uso contro 
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I'angiogenesi, le patologie angioproliferative non neoplastiche, il KS, i tu- 
mori, e le malattie infiammatorie ed autoimmuni sia in soggetti infettati da 
HIV che nei soggetti non infettati da HIV. 

Rientrano quindi nel campo della presente invenzione tutti quei composti 
che presentano attivite come inibitori della proteasi del virus HIV (per ~ 
brevita anche indicati come HIV-PI) ed analoghi o derivati degli stessi. A 
solo titolo esemplificativo si citano ad esempio quelli noti come indinavir, 
saquinavir, ritonavir, nelfinavir, amprenavir, lopinavir. 
I composti HIV-PI sono impiegabili come segue sia in soggetti infettati da 
HIV che non: 

- per la terapia del sarcoma di Kaposi (KS), 

- per ia terapia dell'angiogenesi 

- per la terapia delle malattie angioproliferative non neoplastiche (oc- 
chio, rene, sistema vascolare, cute), quali ad es.: retinopatia diabeti- 
ca, fibroplasia retrolentale, tracoma, glaucoma vascolare, psoriasi, in- 
fiammazione immune e non immune, aterosclerosi, cheloidi 

- per la terapia dei tumori benigni e maligni dei tessuti molli, delle carti- 
lagini, delle ossa e del sangue 

- per bloccare I'attivite del bFGF con effetto terapeutico anti- 
angiogenico, anti-tumorale, anti-KS 

- per bloccare I'attivite del VEGF con effetto terapeutico anti- 
angiogehico, anti-tumorale, anti-KS, anti-edemigeno 

- per bloccare Tattivite di bFGF e VEGF associati con effetto terapeuti- 
co anti-angiogenico, anti-tumorale, anti-KS, anti-edemigeno 

- per bloccare Pattivita di Tat da solo o in presenza di bFGF con effetto 
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terapeutico anti-angiogenico, anti-tumorale, anti-KS, anti-edemigeno 
ed anti-infiammatorio 

- per bloccare la migrazione di cellule endoteliali con effetto terapeutico 
anti-angiogenico, anti-KS e anti-tumorale 

- per bloccare la migrazione di cellule tumorali con effetto terapeutico 
anti-KS e anti-tumorale, 

- per bloccare I'invasione di cellule endoteliali con effetto terapeutico 
anti-angiogenico, anti-KS e anti-tumorale 

- per bloccare I'invasione di cellule tumorali con effetto terapeutico anti- 
KS e anti-tumorale 

- per bloccare MMP-2 e altre proteasi coinvolte nell'angiogenesi (Car- 
meliet, Nature 2000), 

- per bloccare MMP-2 ed altre proteasi coinvolte neila crescita e nelle 
metastasi dei tumori, 

- per bloccare la permeability vascolare ed edema associati ad angio- 
genesi, 

- per bloccare la permeability vascolare ed edema associati 




\ a tumori, mi ^ 

- per bloccare la permeability vascolare ed edema associati a KS, ^fj^o' 

- per bloccare la permeability vascolare ed edema associati ad infiam- - 



mazione, 

per bloccare la produzione di citochine infiammatorie con effetto tera- 
peutico anti-infiammatorio 

per bloccare la produzione di citochine, con effetto terapeutico anti- 
edemigeno 

per bloccare la produzione di citochine, con efietto terapeutico anti- 
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angiogenico 

- per bloccare la produzione di citochine, con effetto terapeutico anti- 
KS 

- per bloccare la produzione di citochine, con effetto terapeutico anti- 
tumorale 

- per la terapia delle malattie autoimmuni in generate, in particolare lu- 
pus eritematoso sistemico, sclerodermia, artrite reumatoide, psoriasi, 
tiroiditi, rettocolite ulcerosa, morbo di Chron, sindrome di Goodpastu- 
re, vasculite sistemica, sindrome di Sjogen, cirrosi primitiva biliare 

- per la terapia delle malattie infiammatorie, in particolare 
dell'infiammazione cronica associata ad allergie ed ad agenti infettivi 
virali, batterici o parassitari, inclusa la maiattia multicentrica di Cas- 
tleman. 

Per gli usi sopra menzionati sono genericamente indicati tutti quei com- 
post! che manifestano attivita inibitoria delia proteasi del virus HIV, sono 
altresl particolarmente indicati i composti denominati: indinavir, saquina- 
vir, ritonavir, nelfinavir, amprenavir, lopinavir e loro analoghi o derivati, da 
soli o in combinazione fra loro e/o in combiazione con altri farmaci. 
Gli HIV-PI secondo Tinvenzione possono essere somministrati per via 
orale, intravenosa, intramuscolare, subcutanea, intradermica, intraperito- 
neale, intratecale, intrapleurica, intrauterine, intravaginale, intrarettale to- 
pica, transmucosale, intralesionale o percutanea, per tutte le indicazioni 
sopra riportate. I dosaggi e le modalite di somministrazione sono in fun- 
zione del tipo di affezione da trattare. In particolare, si considerano do- 
saggi inferiori, uguali o superiori a quelli comunemente usati per il tratta- 
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mento dei pazienti con infezione da HIV. A titolo di esempio tali dosi sono 
per indinavir 1200mg/die, 2400 mg/die e 4800 mg/die; e per il saquina- 
vir 1800 mg/die, 3600 mg/die 7200 mg/die. 

Gli esempi di seguito riportati, che fanno riferimento anche alle figure e 
tabelle allegata, servono a verificare I'ipotesi da noi fatta. Sono stati uti- 
lizzati indinavir ed il saquinavir, due HIV-PI associati con la regressions 
del KS in pazienti trattati (Lebb6 et al. v 1998; Cattelan et al., 1999), di 
struttura simile ma con sostituenti chimici designati per ottimizzarne 
Tazione. Sono stati studiati gli effetti di ambedue gli HIV-PI in modelli di 
iangiogenesi promossa da bFGF in vivo ed in vitro, sulla formazione di le- 
sioni simit-KS e sulla permeability vascolare indotte in vivo dalle cellule 
KS e sulle cellule KS in vitro (Ensoli et al., 1989; Ensoli et al., 1994a e 
1994b; Samaniego et al., 1995; Fiorelli et al., 1995; Samaniego et al., 
1997; Samaniego et al., 1998; Barillari et al., 1999a; Sgadari et al., 
2000). 

La presents invenzione verra pertanto descritta in relazione agli esempi 
seguenti, che sono da considerare illustratM e non limitativi delta portata 
della medesima, facendo riferimento alle figure e tabelle allegate. 
Material! e metodi/Descrizione dettaqliata delle figure 
Fig.1. Lindinavir e il saquinavir bloccano la formazione di lestoni angio- 
geniche simil-KS indotte da bFGF nei topi nudi. 
(A) pannello a, topi iniettati sui due fianchi con tampone (PBS-0.1% BSA) 
in matrigel e trattati con soluzione salina; pannello b, topi iniettati sui due 
fianchi con bFGF (1 tig) in matrigel e trattati con soluzione salina; pan- 
nello c, topi iniettati con bFGF (1 ng) in matrigel e trattati con indinavir 
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(1.4 mg/die); pannello d, topi iniettati con bFGF (1 jug) in matrigel e trat- 
tati con saquinavir (1 mg/die). (B) pannelli a, b, ingrandimenti 100X e 
400X dei siti di inoculazione colorati con ematossilina/eosina dei topi 
iniettati con tampone e trattati con salina, rispettivamente; pannelli ced, 
ingrandimenti 100X e 400X sei siti di inoculo dei topi iniettati con bFGF e 
trattati con salina, rispettivamente; pannelli e ed f, ingrandimenti 100X e 
400X dei siti di inoculazione dei topi iniettati con bFGF e trattati con indi- 
navir, rispettivamente; pannelli geh, ingrandimenti 100X e 400X dei siti 
di inoculo dei topi iniettati con bFGF e trattati con saquinavir, rispettiva- 
mente. Gli esperimenti sono stati eseguiti (26) come descritto nella le- 
genda della Tabella 1. 

Fig. 2. Indinavir e saquinavir non hanno effetti sulla proliferazione basale 
o indotta da bFGF di cellule endoteliali primarie. 
La figura mostra i risultati del saggio di proliferazione espressi come nu- 
mero di cellule contate dopo 5 giomi di incubazione con bFGF (barre ne- 
re) o tampone (barre bianche) in presenza o assenza di 0.1, 1 o 10 *iM di 
indinavir q saquinavir. Cellule umane endoteliali da vena ombelicale 
(HUVEC, Bio-Whittaker, Verviers, Belgio) sono state piastrate in triplicato 
(1.5x10 4 cellule/pozzetto) in piastre da 12 pozzetti previamente coperti 
con gelatina. II giorno seguente le cellule sono state incubate per 4 ore in 
terreno senza siero e coltivate in terreno RPM1 1640 (Life Technologies, 
Eragny, Francia) con aggiunta del 10% di siero fetale bovino (FBS) in- 
sieme con bFGF (10 ng/ml) o il suo tampone di diluizione (PBS). II terre- 
no, il bFGF, Indinavir, il saquinavir o il tampone sono stati sostituiti dopo 
3 giomi. Dopo 5 giomi di coltura, le cellule sono state contate dopo colo- 
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razione con tripan btu 9 come precedentemente descritto (Ensoli et al., 
1990; Ensoli et al., 1994b). Per tutti gli studi in vitro Indinavir o II saqui- 
navir nella formulazione di polvere pura (Merck-Sharpe & Dhome e 
Roche, rispettivamente) sono stati risospesi in acqua distillata. I farmaci 
sono stati trovati privi di endotossine al saggio LAL (Associated of Cape 
Code Inc., Falmouth, MA). 

Fig. 3 e 4. Indinavir e Saquinavir bloccano la migrazione e I'invasione di 
cellule endoteliali indotta da bFGF. La figura 3 mostra i risultati del saggio 
di migrazione e la figura 4 mostra i risultati del saggio di invasione delle 
cellule endoteliali espressi, rispettivamente, come il numero di cellu- 
le/campo che hanno migrate (Fig. 3) o invaso (Fig. 4) in risposta a bFGF 
(bane nere) o al suo tampone di diluizione (barre bianche) in presenza di 
0.1, 1 o 10 \M di indinavir o saquinavir o del tampone di diluizione. 
Entrambi i saggi sono stati eseguiti mediante camera di Boyden separata 
in due compartimenti da filtri di policarbonato con pori del diametro di 12 

jim (Nucleoprobe, Cabin John, MD), coperti con collagene IV (Collabora^ 

fes- 
tive Biomedical Products) per il saggio di migrazione, o con collagene l^* 

e Matrigel insieme per il saggio di invasione, come precedentemente de^'&, 0 - ^ . 



scritto (Barillari et al., 1999b). Le HUVEC sono state coltivate per 5-6 
giorni in presenza di concentrazioni scalari di indinavir o saquinavir, o il 
tampone di diluizione (controllo). Le cellule sono state raccolte, risospese 
in mezzo senza siero contenente 0.01% di BSA e messe nel comparti- 
mento superiore delle camere di Boyden in duplicate (2x10 5 cellu- 
le/camera) in presenza di indinavir, saquinavir o del tampone di diluizio- 
ne. bFGF (50 ng/ml) 6 state messo nel compartimento inferiore come 
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chemoattrattante in terreno contenente 0.01% BSA. Dopo 5 ore (migra- 
zione) o 6 ore (invasione) di incubazione, le cellule non migrate presenti 
sulla superficie superiore dei filtri sono state rimosse meccanicamente, 
mentre le cellule migrate sulla superficie inferiore sono state ftssate in 
metanolo e colorate con blu di toluidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO). Le cellule presenti in 5-10 campi microscopici dei filtri, scelti in 
modo casuale, sono state contate come descritto in precedenza (Barillari 
etal., 1999b). 

Fig. 5 e 6. Indinavir e saquinavir bloccano la conversione di MMP-2 la- 
tente nella sua forma attiva. La figura 5 si riferisce all'indinavir e la figura 
6 al saquinavir. 

(A) mostra un saggio di zimografia effettuato su supematanti concentrati 
provenienti da HUVEC stimolate con bFGF (barre nere) o il suo tampone 
di risospensione (barre bianche), e coltivate per 24 ore in presenza di 
0.1, 1 6 10 \iM di indinavir o saquinavir, rispettivamente. Le frecce indi- 
cano ie aree decolorate dovute alia attivite gelatinolitica corrispondente 
alle forme latenti (72 kD) o attive (64 kD e 62 kD) di MMP-2. (B) e (C) in- 
dicano la quantificazione densitometrica delle aree decolorate corrispon- 
denti alia attivite gelatinolitica delle forme latenti 72 kD o attive 64-62 kD 
di MMP-2 rilasciate dalle cellule. I risultati sono espressi come density ot- 
tica delle bande decolorate. 

Le HUVEC sono state coltivate per 24 ore in RPM1 1640 con aggiunta di 
10% di FBS in presenza di concentrazioni scalari di indinavir, saquinavir 
o il tampone di diluizione, in assenza o presenza di bFGF (100 ng/ml). Le 
cellule sono state quindi lavate due volte con terreno senza siero e incu- 
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bate tutta la notte in terreno senza siero in presenza delle stesse con- 
centrazioni di HIV-PI. I supernatant! delle colture cellulari sono stati poi 
raccolti e concentrati usando il Centricon-10 (Amicon, Bedford, MA). La 
concentrazione di proteina e stata determinata mediante I'analisi di 
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA) usando come standard la BSA. Uguali 
quantity (5 ng) di proteina sono state poi diluite in tampone per zimogra- 
fia (5X) (0.4 M Tris-HCI, pH 6.8,5% SDS, 20% di glicerolo e 0.03% di 
bromofenolo blu) e caricate su gel di poliacrilamide al 9% di SDS conte- 
nenti 1 mg/ml di gelatina. Dopo I'elettroforesi, i gel sono stati incubati per 

^ 1 ora in 2.5% (v/v) di Triton X-100 per eliminare I'SDS e successiva- 
mente con tampone enzimatico (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 200 mM NaCI, 
5 mM CaCI2, 0.02% Brij-35) per tutta la notte a 37° C, come descritto in 
precedenza (Kleiner et al., 1993). I gel sono stati colorati con il 2.5%. di 
blu di Comassie G-250 e decolorati in metanolo al 30% e acido acetico al 
10%. La densitometria delle aree decolorate e stata quantificata usando 
un densitometro GS-700 connesso ad un computer Macintosh Performs 
con software Multi-Analyst (Bio-Rad). 

^ Fig. 7 Indinavir e saquinavir bloccano la formazione delle lesioni KS in- 
dotte da cellule KS primarie nel topo nudo. 

I topi nudi sono stati inoculati con cellule KS (3x1 o 6 ) per indurre la forma- 
zione di lesioni angioproliferative KS o con il suo tampone di risospensio- 
ne (contralto) e trattati con indinavir, saquinavir o soluzione salina secon- 
do le dosi e le modalita descritte nella legenda della figura 1. Al momento 
del sacrificio, i siti di inoculo sono stati esaminati per verificare la presen- 
za di lesioni angioproliferative macroscopiche come descritto nella legen- 
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da della figura 1. Pannelli a, b f ingrandimenti 250X e 400X dei siti di ino- 
culazione colorati con ematossilina ed eosina dei topi iniettati con cellule 
KS e trattati con salina, rispettivamente; pannelli ced, ingrandimenti 
250X e 400X dei siti di inoculo dei topi iniettati con cellule KS e trattati 
con indinavir, rispettivamente; pannelli e ed f, ingrandimenti 250X e 400X 
dei siti di inoculo dei topi iniettati con cellule KS e trattati con saquinavir, 
rispettivamente. Gli esperimenti sono stati eseguiti come descritto nella 
legenda della tabella 2, 

Fig. 8 Indinavir e saquinavir bloccano la permeabilita vascolare ed ede- 
ma indotti nel topo nudo dalle cellule KS. 

Topi nudi sono stati trattati con indinavir, saquinavir o soluzione salina 
per 2 giomi con le stesse dosi e modalitd gia descritte. Al terzo giomo 
sono stati inoculati con pirilamina (80 ng in 100 nl di soluzione salina, 4 
mg/kg, Sigma), per evitare flnterferenza del rilascio di istamina dovuto 
airinoculo, subito dopo con 100 \x\ blu di Evan (5 mg/ml in soluzione sali- 
na) endovena e quindi per via sottocutanea con cellule KS (3*10 6 /topo) 
coltivate in vitro in presenza di indinavir, saquinavir (1 jaM) o tampone di 
diluizione in 0.2 ml di Matrigel. Come controllo, ogni animate 6 stato ino- 
culate controlateralmente con lo stesso volume del tampone di diluizione 
e Matrigel. Dopo 18 ore gli animali sono stati sacrificati e la quantity di 
colorante stravasato al site di inoculo delle cellule KS misurata a livello 
dei due diametri perpendicolari maggiori mediante calibro. La quantity di 
colorante stravasato e stata anche valutata dopo prelievo della cute al 
site di inoculo e quantificata alio spettrofotometro dopo estrazione con 
formamide per 24 ore a 56°C (Nakamura et al., 1992). La quantita di co- 
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lorante stravasato e stata calcolata dopo sottrazione della densita ottica 
misurata at sito di controllo. Come mostrato in figure, il trattamento con 
indinavir o saquinavir ha ridotto la quantity di colorante stravasato del 
39.8% (p<0.05) e 44.5% (p<0.01), rispettivamente, in caso di quantifica- 
zione alio spettrofotometro, e del 43.5% e 47.5%, rispettivamente, nel 
caso di misura tramite calibro. 

Fig. 9 Indinavir e saquinavir inibiscono la capacity invasiva delle cellule 
KS. 

La figura mostra il risultato di saggi di invasione effettuati su cellule KS 
coltivate in vitro per 5-6 giomi in presenza di indinavir o saquinavir o del 
tampone di diluizione (controllo). Entrambi i farmaci hanno inibito la ca- 
pacity delle cellule KS di invadere la membrana di matrigel in maniera 
dose-dipendente. In particolare, ambedue i HIV-PI inibiscono Tinvasione 
rispetto ai livelli osservati in cellule KS di controllo (p<0.05). 
II saggio e state eseguito come descritto nella figura 4. Brevemente, le 

A 

cellule KS sono state coltivate per 5-6 giomi in presenza di indinavir o/j$A 
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saquinavir (0.01 - 1 \M) o del tampone di diluizione (soluzione salina). M'y ' r 
cellule sono state poi raccolte e piastrate in duplicate (5x1 o 5 in terreno < 
coltura contenente 0.05% BSA) nella parte superiore della camera di 
Boyden sempre in presenza di HIV-PI o tampone. Nella camera inferiore 
e state posto bFGF (20 ng/ml) come chemoattrattante. Dopo 6 ore le 
cellule che hanno invaso la membrana di matrigel sono state colorate e 
contate come descritto nella legenda della figura 4. 
Fig. 10 Indinavir e saquinavir inibiscono la produzione di citochine da 
parte di cellule di KS in vitro. La figura mostra le quantity di IL-6 presente 
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nel supematante di cellule KS coltivate in assenza (controllo) o in pre- 
senza di indinavir (IND) o saquinavir (SAQ). Le cellule sono state pia- 
strate in piastre da 6 pozzetti e coltivate per 5 giomi come descritto (En- 
soli et al., 1990) in continua presenza o assenza di indinavir o saquinavir 
alle concentrazioni di 0.1, 1 e 10 nM. Al quinto giomo, il terreno di coltura 
e stato sostituito con terreno privo di siero contenente aibumina serica 
bovina (0.05% peso/volume) in presenza di indinavir o saquinavir alle 
concentrazioni indicate. Dopo 24 ore di incubazione, i supernatanti delle 
coKure sono stati testati con saggio ELISA (R & D Systems, Minneapolis, 
MN, USA) per determinare la quantita di IL-6 presente nel terreno. La 
quantita di IL-6 e espressa in picogrammi per ml di supematante. Gli 
stessi tests sono stati eseguiti per il bFGF, VEGF, IL-1a ed IL-1p tramite 
ELISA commerciali. Sia I'indinavir che il saquinavir hanno ridotto la pro- 
duzione di bFGF, VEGF, IL-1a, IL-1B ed IL-6. 
Esempio 1 

I topi nudi sono stati trattati con indinavir (1.4 mg/die), saquinavir (1 
mg/die) 6 soluzione salina (controllo negativo) mediante gavage intraga- 
strico una volta al giorno per 2 giomi (Kleiner et al., 1993). I topi sono 
stati quindi inoculati con bFGF (1 \xg) o con il suo tampone di diluizione in 
presenza di matrigel (Kleiner et al., 1993; Ensoli et al., 1994a; Samanie- 
go et al., 1998; Barillari et al., 1999a). II trattamento con indinavir, saqui- 
navir o soluzione salina e stato effettuato ogni giomo per altri 5 giomi. I 
topi sono stati poi sacrificati e le zone di inoculazione esaminate sia ma- 
croscopicamente che microscopicamente per la presenza di lesioni an- 
gioproliferative simil-KS (Kleiner et al., 1993; Ensoli et al., 1994a; Sama- 
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niego et al., 1998; Barillari et al., 1999a). Concordamente a risultati pre- 
cedent! (Ensoli et al., 1994a; Samaniego et al., 1998; Barillari et aL, 
1999a), I'inoculazione di 1 \xg di bFGF ha promosso lo sviluppo di lesioni 
angioproliferative nel 71% dei topi non trattati (Jabella 1). Al contrario, il 
trattamento con indinavir o saquinavir ha ridotto la percentuale di topi che 
hanno sviluppato lesioni al 28% o 25%, rispettivamente (p<0.05) (Tabella 
1). La figura 1A mostra un esempio di questi risultati. II trattamento con 
indinavir o saquinavir ha bloccato completamente la formazione della le- 
sione o ha ridotto di molto le dimensioni delle lesioni. L'esame microsco- 
pico dei siti di inoculazione nei topi trattati con indinavir o saquinavir ha 
mostrato una marcata riduzione dell'angiogenesi e della infiltrazione di 
cellule fusate in confronto a topi inoculati con bFGF non trattati con HIV- 
Pl. In caso di totale regressione, il quadro istologico dei tessuti era simile 
o identico a quello osservato nei topi iniettati con il solo buffer (controllo 
negativo) (Fig. 1B). 
Esempio 2 

Per verificare quali dei processi richiesti per Pangiogenesi sia state inibito 
dall'indinavir o dal saquinavir, sono stati esegu'rti esperimenti di prolifera- 
te, migrazione e invasione in risposta a bFGF su cellule endoteliali 
umane primarie coltivate in presenza o assenza di concehtrazioni scalari 
di indinavir o di saquinavir che sono nello stesso ordine di grandezza di 
quelle present! nel plasma di individui trattati (Deeks et aL, 1997). 
Come mostra la Fig. 2, gli HIV-PI non hanno avuto alcun effetto sulla 
proliferazione di cellule endoteliali basale o promossa dal bFGF a nessu- 
na delle concentrazioni utilizzate (Fig. 2). Alio stesso modo, nessun ef- 
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fetto 6 stato notato con indinavir o saquinavir sulla soprawivenza di cel- 
lule endoteliali. In contrasto, entrambi gli HIV-PI hanno inibito la migra- 
zione (Fig. 3) e completamente bloccato Tinvasione delle cellule endote- 
liali (Fig. 4) promossa da bFGF a tutte le concentrazioni studiate. 
Esgmpio 3 

La migrazione e I'invasione di cellule endoteliali sono mediate dairazione 
proteolitica dell'MMP-2 attiva che degrada la membrana vascolare basale 
che permette alle cellule endoteliali di migrare, proliferare e formare nuovi 
vasi (Stetler-Stevenson, 1999). L'MMP-2 viene rilasciato dalle cellule en- 
doteliali come proenzima (MMP-2 latente 72 kD) che viene attivato pro- 
teoliticamente sulla superficie della cellula nella forma 64/62 kD attraver- 
so un meccanismo complesso che coinvolge altre proteasi (Stetler- 
Stevenson, 1999). Per verificare se indinavir o il saquinavir abbiano un 
effetto sull'attivite dell'MMP-2 in cellule endoteliali sono stati eseguiti 
esperimenti per misurare Tattivita gelatinolitica (Kleiner et at., 1993). 
L'indinavir o il saquinavir (Figura 5 e 6, rispettivamente) hanno effetti mi- 
nimi o addirittura assenti sulla sintesi dell'MMP-2 latente, mentre entram- 
bi bloccano la conversione deil'MMP-2 latente nella sua forma attiva 
(64/62 kD) in maniera dose-dipendente (Fig. 5 e 6). Questi effetti sono 
stati osservati dopo 24 ore di incubazione delle cellule con le stesse con- 
centrazioni dei farmaci present! nei plasma di pazienti trattati (Deeks et 
al., 1997). Effetti simili sono stati osservati anche dopo 5 giomi di incuba- 
zione nelle cellule in presenza dei HIV-PI. 

I risultati riportati indicano che indinavir a saquinavir hanno effetti anti- 
angiogenici diretti. Llnibizione dell'angiogenesi e della fbrmazione di le- 
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sioni murine simil-KS indotte da bFGF da parte degli HIV-PI sono dovute 
al blocco della migrazione e deMnvasione delle cellule endoteliali. Quest) 
process!, a loro volta, sono promossi dalPazione deirMMP-2. ^indinavir o 
il saquinavir inibiscono la conversione delll'MMP-2 latente nella sua for- 
ma attiva con meccanismi ancora da determinare. Infatti, hessuna omo- 
logia 6 stata riscontrata tra la sequenza del sito attivo della proteasi 
dell'HIV e l'MMP-2 o altre MMP. 

Anche se altre proteasi, coinvolte nelPangiogenesi, nella crescita ed in- 
vasione di tumori potrebbero essere bloccate dairindinavir e dal saquina- 
vir, l'MMP-2 rappresenta un esempio chiave di tale effetto. Inoltre, & stato 
dimostrato che l'MMP-2 e indotto dal bFGF o altri fattori inducenti 
I'angiogenesi (Ensoli et al., 1994a; Barillari et al., 1999b; Stetler- 
Stevenson, 1999), che sia bFGF che MMP-2 sono espressi nelle lesioni 
KS (Ensoli et al., 1989; Ensoli et al., 1994a; Samaniego et al., 1998; To- 
schi et al., submitted), e che I'inibizione di bFGF o di MMP-2 blocca 
Tangiogenesi e/o la formazione di lesioni di KS (Ensoli et al., 1989; Ensoli 
et al., 1994a; Ensoli et al., 1994b; Stefler-Stevenson, 1999; Koivunen et 



al., 1999; Carmeliet e Jain, 2000) e blocca la crescita dei tumori ip gene- X^^^^^ 
rale (Koivunen et al., 1999; Carmeliet e Jain, 2000). 
Esempio 4 

Questi risultati sono stati confermati dall'effetto delFindinavir o saquinavir 
sulfa formazione di lesioni simil-KS promosse dalHnoculazione di cellule 
umane KS primarie in topi nudi, un modello in vivo ampiamente utilizzato 
in studi predinici di efficacia di terapie anti-KS (Ensoli et al., 1994b; Koi- 
vunen et al., 1999; Sgadari et al, 2000). Queste lesioni angioproliferative 
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sono transient!, di origine murina, e si sviluppano in risposta a crtochine, 
quali bFGF e VEGF, IL-1, IL-6, ed altre, rilasciate dalle cellule KS (Ensoli 
et aL, 1989; Ensoli et al., 1994a; Ensoli et at.. 1994b; Fiorelli et al., 1995; 
Samaniego et aL, 1995; Samaniego et al. v 1997; Sgadari et al., 2000). Gli 
animali sono stati trattati con le stesse modality e dosi di . indinavir o sa- 
quinavir utilizzate negli esperimenti illustrati precedentemente. 
Come mostrato nella tabella 2 t I'inoculazione di cellule KS ha indotto la 
formazione di lesioni simil-KS nel 100% degli animali. II trattamento con 
indinavir o saquinavir ha ridotto la percentuale di topi che hanno svilup- 
pato lesione al 50% e 17%, rispettivamente. AH'analisi istologica, mentre 
le lesioni non trattate presentano un'intensa infiltrazione di cellule fusate, 
vasi neoformati, infiltrazione infiammatoria ed edema, le lesioni trattate 
mostrano una zona centrale di intensa necrosi con cellule dal nucleo pic- 
notico, una marcata riduzione deirinfiltrazione di cellule fusate, della for- 
mazione di nuovi vasi e deirinfiltrazione infiammatoria specifica (Figura 

Esemoio 5 

Per dimostrare Teffetto dei HIV-PI sulla permeability vascolare e I'edema 
che 6 una componente clinica importante nel KS, nell'angiogenesi, nei 
tumori, e nelle malattie infiammatorie, sono stati eseguiti esperimenti di 
permeability vascolare su topi nudi inoculati con cellule KS che inducono 
edema poich6 producono citochine con effetti edemigeni (VEGF, 
VEGF+bFGF, IL-1, IL-6, etc.). Topi nudi sono stati trattati con indinavir, 
saquinavir o soluzione salina per 2 giorni secondo le dosi e modality gi£ 
descritte nell'esempio 1, inoculati con blu di Evan endovena e quindi 
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iniettati con cellule KS coltivate in vitro in presenza di indinavir o saqui- 
navir (1 \M) o tampone di diluizione. Dope- 12 ore gli animali sono stati 
sacrificati, I'area colorata presente al sito di inoculo delle cellule KS misu- 
rata mediante calibro e la quantita di colorante stravasato quantificata 
spettrofotometricamente dopo estrazione con formamide (Nakamura, 
Science 1992). Come mostrato in figure 8, il trattamento con indinavir o 
saquinavir ha ridotto la quantita di colorante stravasato del 39.8 (p<0.05) 
e del 44.5% (p<0.01), rispettivamente, in caso di quantificazione alio 
spettrofbtometro, e del 43.5% e 47.5%, rispettivamente, nel caso di misu- 
ra tramite calibro (Figure 8). 
Esempio 6 

Per studiare i meccanismi degli effetti inibttori dei HIV-PI sulla formazione 
delle lesioni KS indotti da cellule KS, esperimenti di adesione, prolifera- 
zione, migrezione ed invasione sono stati effettuati coltivando le cellule 
KS in presenza di indinavir o saquinavir a concentrazioni comprese da 
0.01 nM a 1 ^iM per 5-7 giorni. Come mostrato in tabella 3, indinavir o il 
saquinavir non inibiscono la capacita delle cellule KS di aderire ad un 
substrate di fibronectina. Ugualmente, il trattamento delle cellule KS con 
indinavir o saquinavir per 7 giorni non ha avuto effetto sulla proliferazione 
cellulare misureta mediante conta delle cellule vitali colorate con blu di 
tripan (tabella 3). 

Per determinare se gli HIV-PI interferiscono con la capacita delle cellule 
KS di migrare e invadere la membrana basale in risposta a fattori angio- 
genici, cellule KS trattate per 5 giorni con indinavir o saquinavir (0.01 \iM 
- 1 \M) sono state poste nel compartimento superiore di camere di 
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Boyden sempre in presenza degli HIV-PI, mentre bFGF e stato posto nel 
compartimento inferiore come chemoattattante. Come mostrato in tabella 
3, ne I'indinavir ne il saquinavir hanno avuto effetti sulla migrazione deile 
cellule KS. In contrasto, entrambi i farmaci hanno inibito la capacita delle 
cellule KS di invadere in maniera dose-dipendente. in particolare, ambe- 
due HIV-PI inibiscono I'invasione di cellule KS del 30-40% (p<0.05) (Ta- 
bella 3 e Figura 9). 
Esempio 7 

Le cellule KS secernono citochine ad attivfta irrfiammatoria, edemigena, 
angiogenica e proliferativa con effetti autocrini e paracnni (Ensoli e 
Sttirzl., 1998; Ensoli et al., in press). Questi fattori mediano la formazione 
delle lesioni simil-KS nelle sue varie componenti (angiogenesi, prolifera- 
zione cellulare, infiltrazione infiammatoria, edema) e la permeabilita va- 
scolare e I'edema indotti dalle cellule KS nei topi nudi. Per determinate gli 
effetti di indinavir e saquinavir sulla produzione di citochine, cellule KS 
sono state coltiVate in presenza o assenza di concentrazioni scalari di in- 
dinavir o saquinavir. La quantita di bFGF, VEGF, IL-1 e IL-6 e stata do- 
sata con saggi immuno-enzimatici nei supernatant! delle cellule KS dopo 
24 ore di coltura in assenza di siero ed in continua presenza dei due HIV- 
PI (ELISA). Indinavir e saquinavir hanno inibito la produzione di bFGF, 
VEGF, IL-la, IL-1 6 ed IL-6 da parte di cellule KS. Come esempio di que- 
sti effetti, in figura 10 e mostrata I'inibizione di IL-6 una tipica citochine in- 
fiammatoria prodotta da cellule KS ed endoteliali ma anche da linfociti e 
monociti del sangue e dei tessuti e che ha anche effetti angiogenici (Ma- 
teo et al., 1994; Cohen et al., 1996). Inoltre IL-6 svolge un ruolo chiave 
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nella malattia multicentrica di Castleman e nella crescita dei linfomi (To- 
sato et al., 1993; Peterson e Frizzera, 1993; Asou et al., 1998; Ramsay 
et al., 1994), un altro tipo di tumore la cui incidenza e ridotta in pazienti 
trattati con gli HIV-PI (International Collaboration on HIV and Cancer, 
2000). 
Esempip 8 

II Tat di HIV aumenta la frequenza e I'aggressivita del KS in soggetti in- 
fettati da HIV-1 (Ensoli et al., 1994a). Cid e dovuto all'induzione da parte 
di Tat dell'adesione, migrazione, invasione e proliferazione delle cellule 
endoteliali e di KS. Infatti Tat aumenta in maniera sinergistica gli effetti 
del bFGF sull'angiogenesi e sul KS (Ensoli et al., 1994a; Barillari et al., 
1999a e 1999b). Tat pero richiede la presenza del bFGF o delle citochine 
infiammatorie che inducono la prpduzione di bFGF per esercitare la sua 
azione sul KS, in quanta bFGF aumenta I'espressione dei recettori per i 
Tat sulle cellule e sui tessuti (Barillari et al., 1992; Barillari et al., 1993; 
Albini et at, 1995; Fiorelli et al., 1995; Fiorelli et at, 1999; Barillari et at| ; 
1999a; Barillari et at, 1999b). 
Pertanto, per verificare se gli HIV-PI inibiscono I'effetto di Tat e bFG^&^ca^i^ 
combinanti sull'angiogenesi e sul KS, topi nudi sono stati inoculati con 
bFGF e Tat e trattati con indinavir, saquinavir o con il buffer usato per ri- 
sospenderlt Come mostrato in tabella 4, sia I'indinavir che il saquinavir 
hanno ridotta la peroentuale di topi nudi che hanno sviluppato lesioni KS 
(50% e 20%, rispettivamente). 

Questi risultati indicano che gli HIV-PI hanno effetti inibitori specifici 
sull'angiogenesi e, di conseguenza, sulla crescita dei tumori, i quali ne- 
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cessvtano dell'angiogenesi per crescere e metastatizzare. Gli HIV-PI 
hanno anche diretti effetti inibitori sull'invasione delle cellule KS, sulla 
crescita di lesion! KS, sulla permeability vascolare e suiredema indotti nel 
topo dalle cellule KS. Inoltre, gli HIV-PI inibiscono la produzione di cito- 
chine ed altri fattori che mediano la formazione del KS e la crescita di altri 
tumori e Pinfiltrazione infiammatoria ad essi associata. Gli HIV-PI hanno 
infatti anche effetti anti-infiammatori in quanto riducono la produzione di 
citochine quali IL-6, IL-1, e probabilmente altre citochine coinvolte 
neirinfiammazione e che sono anche presenti nelle lesioni di KS umane o 
di topo. Queste stesse citochine, infiammatorie sono in grado di indurre 
la produzione di fattori angiogenici (bFGF, VEGF) ed hanno anche effetti 
angiogenici in vivo (Barillari et al., 1992; Samaniego et al., 1995; Fiorelli 
et al. t 1995; Samaniego et al., 1997; Samaniego et al., 1998; Fiorelli et 
al., 1998; Fiorelli et al., 1999; Barillari et al., 1999a). In particolare l'IL-6, 
gioca anche un ruolo chiave nella malattia multicentrica di Castleman e 
nella crescita di linfomi (Tosato et al., 1993; Peterson e Frizzera, 1993; 
Ramsay et al. , 1 994; Asou et al. , 1 998). 

Gli HIV-PI legano il sito attivo della proteasi di HIV, che appartiene alia 
famiglia delle aspartil-proteasi. E* stato recentemente dimostrato che 
questi farmaci possono inibire una aspartil-proteasi fungina (Cassone et 
al., 1999). Tuttavia, nessuna delle proteasi conosciute che sono coinvolte 
nell'angiogenesi, nella crescita e nella metastasi tumorale, nella permea- 
bility vascolare o nella infiammazione e una aspartil proteasi, n§ sono 
state evidenziate tramite indagine di omologia di sequenza similitudini tra 
il sito attivo della proteasi di HIV e le proteasi coinvolte in questi processi. 
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Pertanto, gli effetti da noi dimostrati sull'MMP, sulla motilita cellulare, 
sull'angiogenesi, sul KS, sulla permeabilita vascolare e sulla produzione 
di citochine erano del tutto imprevedibili e non anticipabili. 
Infatti, benche alcuni studi abbiano suggerito che gli HIV-PI abbiano un 
effetto sul metabolismo cellulare (Deeks et al., 1997; Andre et al., 1998; 
Weichold et al., 1999; Ledru et al., 2000; Tovo, 2000), tuttavia, abbiamo 
dimostrato che gli HIV-PI esercitano un'attivita anti-angiogenica, anti- 
tumorale, anti-edemigena ed anti-infiammatoria diretta che non e colle- 
gata con aspartil-proteasi conosciute ne con gli effetti degli HIV-PI sulla 
replicazione dell'HIV o dell'HHV-8. Infatti, i modelli in vitro ed in vivo di 
angiogenesi e di KS impiegati in questo studio sono privi di qualsiasi 
agente infettivo. 

Gli stessi risultati sono stati ottenuti sia con indinavir che saquinavir, che 
condividono con gli altri HIV-PI una struttura simile pur con sostituenti 
chimici specifici di ciascun farmaco. Per cui questi dati indicano che le 
attivita degli HIV-PI da noi scoperte per indinavir e saquinavir sono una 
propriety comune a tutti gli HIV-PI e concorda con gli effetti dei different] 
HIV-PI osservati negli individui trattati (Lebbe et al., 1998; Cattelan et al., 
1999; International Collaboration on HIV and Cancer, 2000). 
I suddetti effetti degli HIV-PI vengono osservati alle stesse concentrazioni 
di farmaco presenti nel plasma di pazienti trattati e che sono tollerate ab- 
bastanza bene da questi individui. Similarmente, non sono stati osservati 
effetti tossici dell'indinavir o del saquinavir nei topi trattati. Inoltre, 
indinavir e saquinavir non hanno mostrato effetti sulla soprawivenza o 
sulla crescita di cellule endoteliali, ma hanno selettivamente mostrato 
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effetti sulla loro migrazione ed invasione, suggerendo che gli HIV-PI non 
danneggiano vasi pre-esistenti. Dal momento che la motility della cellula 
e I'angiogenesi sono essenziali non solo per lo sviluppo del KS, ma an- 
che per la crescita e metastasi di tumori (Carmeliet e Jain, 2000; Stetler- 
Stevenson, 1999), i risultati descritti fin qui indicano che i HIV-PI costitui- 
scono promettenti farmaci anti-angiogenici e anti-tumorali. Inoltre gli 
stessi risultati indicano che gli HIV-PI bloccano la permeability vascolare 
e Tinfiammazione indotte da citochine infiammatorie e fattori di permeabi- 
lity vascolare, e la produzione di citochine con ruolo chiave nella malattia 
multicentrica di Castleman e nella crescita dei linfbmi (Tosato et al., 
1993; Peterson e Frizzera, 1993; Ramsay et al., 1994; Asou et al., 1998). 
Gli HIV-PI e loro analoghi o derivati potrebbero, percid, essere sfruttati 
per bloccare I'angiogenesi, la crescita, invasione e metastasi di tumori 
solid! e del sangue, r edema e I'infiammazione e, quindi, essere impiegati 
con successo nella terapia del KS, dei tumori, delle patologie angioproli- 
ferative, e delle malattie infiammatorie ed autoimmuni sia in soggetti HIV 
sieronegativi che in soggetti infettati da HIV. 

Tabella 1. Indinavir e saquinavir bloccano Pangiogenesi e la formazione 

di lesioni KS indotte da bFGF in topi nudi ; 

Trattamento Iniezione N. di topi con lesioni vascolari macrosco- % 

piche/ N. di topi inoculati 

Soluzione salina Tampone 0/18 • 0 

Soluzione salina bFGF 20/28 71 

Indinavir bFGF 8/28 28 

Saquinavir bFGF 7/28 25 
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I topi nudi sono stati inoculati con bFGF (1 ng) per indurre la formazione 
di lesioni angioproliferative simil-KS o con il suo tampone di risospensio- 
ne (controllo) e trattati con indinavir, saquinavir o soluzione salina. Al 
momento del sacrificio, i siti di inoculo sono stati esaminati per verificare 
la presenza di lesioni angioproliferative macroscopiche. Sono qui riportati 
il numero (N.) di topi che hanno sviluppato lesioni rispetto al numero (N.) 
di topi inoculati, e la percentuale (%) di topi che hanno sviluppato lesioni. 
La riduzione del numero di lesioni simil-KS agli animali trattati e statisti- 
camente significativa (test standard per le proporzioni, p<0.05). 
Le stesse fbrmulazioni di indinavir (Merck-Sharp and Dhome Ldt, Haar- 
lem, NL) o saquinavir (Roche, Hertfordshire, GB) utilizzate nei pazienti 
infetti da HIV sono state disciolte in soluzione salina e somministrate a 
topi nudi (Balb/c nu/nu fenrimine, Charles River, Calco, Italia, 5-6 settima- 
ne di eta) tram'rte gavage intragastrico. Per testarne la tossicita, indinavir 
e saquinavir sono stati somministrati una volta al giorno per un totale di 8 
giorni alle dosi di 35, 70 o 17.5 mg/Kg/giorno o di 18, 36 o 9 mg/Kg/die, 
rispettivamente, in un volume di 0.4 ml. Queste dosi corrispondono, ri- 
spettivamente, alia dose intera, al doppio o alia meta delta dose di HIV-PI 
utilizzata giomalmente nei pazienti infetti da HIV (Deeks et al., 1997). Per 
nessuna di queste dosi e stata osseivata tossicita d'organo o sistemica. I 
topi sono stati trattati con 70mg/Kg/die di indinavir (corrispondenti a 1.4 
mg/die) o con 36 mg/KG/die di saquinavir (corrispondenti a 1 mg/die) una 
volta al giomo per un totale di 7 giorni, a partire da due giorni prima del- 
I'inoculazione di bFGF. Gli animali di controllo sono stati trattati con lo 
stesso volume di soluzione salina. II terzo giomo i topi sono stati inoculati 
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sottocute a livello del quadrante dorsale inferiore con 1 jig di bFGF ri- 
combinante (Roche Mannheim, Gemiania) diluiti in 0.2 ml di tampone fo- 
sfato (PBS)-0.1% albumina sierica bovina (BSA) o con il suo tampone di 
risospensione, mischiati con 0.2 ml di Matrigel (Collaborative Biomedical 
Products, Bedford, MA) prima dell'inoculazione, come descritto in prece- 
denza (Ensoli et al., 1994a). Quattro giorni dopo i topi sono stati sacrifj- 
cati, le zone di inoculo esaminate per verificare la presenza di lesioni an- 
gioproliferative simil-KS macroscopiche, e sezioni di tessuto esaminate 
istologicamente dopo colorazione con ematossilina-eosina. 

Tabella 2. Indinavir e saquinavir bloccano la formazione di lesioni KS an- 
gioproliferative promosse da inoculazione di cellule KS primarie in topi 
nudi. 



Inoculo Terapia 


N. di topi con lesioni vascolari macrosco- 




piche/N. topi iniettati (%) 


Cellule KS Salina 


4/4 (100) 


Indinavir 


3/6 (50) 


Saquinavir 


1/6(16.7) 



I topi nudi sono stati inoculati con cellule KS (3x10 s ) per indune la forma- 
zione di lesioni angioproliferative simil-KS o con il suo tampone di riso- 
spensione (controllo) e trattati con indinavir, saquinavir o soluzione salina 
secondo le dosi e le modalita descritte nella legenda della tabella 1. Al 
momento del sacrificio, i siti di inoculo sono stati esaminati per verificare 
la presenza di lesioni angioproliferative macroscopiche come descritto 
nella legenda della figure 1. Sono qui riportati il numero (N.) di topi che 
hanno sviluppato lesioni rispetto al numero (N.) di topi inoculati, e la per- 
centuale (%) di topi che hanno sviluppato lesioni. II quadra istdlogico dei 
siti di inoculo e mostrato nella figure 7. 
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Tabella 3. Effetti di indinavir o saquinavir suite cellule KS in vitro. 








Indinavir (uM)* 




Saquinavir ftiM)* 


Cellule KS 


0.01 


0.1 


1 


0.01 


0.1 


1 


Adesione 


ND 


ND 


1.05 


ND 


ND 


1 


Proliferazione 


1 


1.08 


1.11 


1 


1.15 


1.25 


Migrazione 


ND 


ND 


1.03 


ND 


ND 


1.21 


Invasione 


0.98 


0.74** 


0.71** 


1 


0.79** 


0.62** 



*Aumento espresso in fold verso il controllo (1 fold) 
**p <0.05 

ND, non determinate 
^ Gli esperimenti di adesione, proliferazione, migrazione ed invasione sono 

stati effettuati coltivando le cellule KS in presenza di indinavir o saquina- 
vir a concentrazibni comprese tra 0.01 e 1 per 5-7 giorni. ^indinavir o 
il saquinavir non inibiscono la capacity delle cellule KS di aderire ad un 
substrate di fibronectina. Ugualmente, il trattamento delle cellule KS con 
indinavir o saquinavir per 7 giomi non ha avuto effetto sulla proliferazione 
cellulare misurata mediante conta delle cellule vitali colorate con blu di 
tripan. 

^ N§ indinavir n§ il saquinavir hanno avuto effetti sulla migrazione delle 
cellule KS. In contrasto, entrambi i farmaci hanno inibrto la capacity delle 
cellule KS di invadere la membrana di matrigel in maniera dose- 
dipendente (p<0,05). 

Per gli esperimenti di migrazione ed invasione cellule KS trattate per 5 
giorni con indinavir o saquinavir (0.01 nM - 1 ^iM) sono state poste nel 
compartimento superiore di camere di Boyden sempre in presenza dei 
HIV-PI, mentre bFGF 6 state poste nel compartimento inferiore come 



35 



2770PTIT ^ NOTARBARTOLO & GERVASI^xA 




chemoattattante. 

Tabella 4. Indinavir e saquinavir bloccano la formazione di lesioni KS an- 
gioproliferative promosse dalPinoculazione di bFGF e HIV-Tat associati 



Inoculo 


Terapia 


N. di lesioni vascolari macroscopiche/N. 
topi iniettati (%) 


Tampone 


Soluzione salina 


0/18(0%) 


bFGF + Tat 


Soluzione salina 


7/10 (70%) 


bFGF + Tat 


Indinavir 


5/10(50%) 


bFGF + Tat 


Saquinavir 


2/10 (20%) 



I topi nudi sono stati inoculati con bFGF (1 ng) e Tat (10 ng) in associa- 
zione per indurre la formazione di lesioni angioproliferative simil-KS o con 
il suo tampone di risospensione (controllo) e trattati con indinavir, saqui- 
navir o soluzione salina. Al momenta del sacrificio, i siti di inoculo sono 
stati esaminati per verificare la presenza di lesioni angioproliferative ma- 
croscopiche. Sono qui riportati il numero (N.) di topi che hanno sviluppato 
lesioni rispetto al numero (N.) di topi inoculati, e la percentuale (%) di topi 
che hanno sviluppato lesioni. I topi sono stati trattati con indinavir o sa- 
quinavir secondo le modalita e dosi descritte nella tabella 1 per un totale 
di 7 giomi, a partire da due giorni prima dell'inoculazione di bFGF e Tat. 
Gli animali di controllo sono stati trattati con lo stesso volume di soluzio- 
ne salina. II terzo giomo i topi sono stati inoculati sottocute a livedo del 
quadrante dorsale inferiore con 1 jig di bFGF ricombinante (Roche 
Mannheim, Germania) e 10 jig di HIV-1 Tat diluiti in 0.2 ml di PBS-0.1% 
BSA o con il suo tampone di risospensione, mischiati con 0.2 ml di Matri- 
gel prima deirinoculazione, come descritto in precedenza (8). Quattro 
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giorni dopo i topi sono stati sacrificati, le zone di inoculo esaminate per 
verificare la presenza di lesioni angioproliferative simil-KS macroscopi- 
che, e sezioni di tessuto esaminate istologicamente dopo colorazione con 
ematossilina-eosina. 




S2B 
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RIVENDICAZIONI BM2 00 J A 0002 1 0 

1. Impiego degli inibitori delta proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per la terapia deN'angiogenesi. 

2. Impiego degli inibitori delle proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per la terapia delle malattie angioproliferative 
non neoplastiche. 

3. Impiego secondo la riv. 2 in cui le malattie angioproliferative non neo- 
plastiche sono scelte tra: retinopatia diabetica, fibroplasia retrolentale, 
tracoma, glaucoma vascolare, psoriasi, infiammazione immune e non 
immune, aterosclerosi, cheloidi. 

4. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per la terapia dei tumori, 

5. Impiego secondo la riv. 4 in cui il tumore e scelto fra: tumori benigni e 
maligni dei tessuti molli, delle cartilagini, delle ossa e del sangue. 

6. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per la terapia del sarcoma di Kaposi (KS). 

7. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- /$ 
parazione di farmaci per bloccare I'attivita del bFGF, con effetto terafe 
peutico anti-angiogenico, anti-KS e anti-tumorale. 




8. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare I'attivita del VEGF, con effetto tera- 
peutico anti-angiogenico, anti-KS, anti-tumorale ed anti-edemigeno. 

9. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare I'attivita di bFGF e VEGF associati, 
con effetto terapeutico anti-angiogenico, anti-KS, anti-tumorale ed an- 
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ti-edemigeno. 

10. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare I'attivita di Tat da solo o associato a 
bFGF, con effetto terapeutico anti-angiogenico, anti-KS, anti- 
tumorale, anti-edemigeno ed anti-infiammatorio. in soggetti con infe- 
zionedaHIV. 

11. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare la migrazione di cellule endoteliali, 
con effetto terapeutico anti-angiogenico, anti-KS ed anti-tumorale. 

12. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare la migrazione di cellule tumorali, 
con effetto terapeutico anti-KS ed anti-tumorale. 

13. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare Tinvasione di cellule endoteliali, con 
effetto terapeutico anti-angiogenico, anti-KS ed anti-tumorale. 

14. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare I'invasione di cellule tumoral!, con 
effetto terapeutico anti-KS ed anti-tumorale 

15. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare MMP-2 e le altre proteasi coinvolte 
nell'angiogenesi. 

16. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare le proteasi coinvolte nella crescita e 
metastasi dei tumori. 

17. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
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parazione di farmaci per bloccare la permeability vascolare ed edema, 
associati ad angiogenesi. 

18. Impiego degli inibitori delta proteasi del virus HIV, HIV-PI. per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare la permeability vascolare ed edema 
associati ad infiammazione. 

19. Impiego degli inibitori delta proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare la permeability vascolare ed edema 
associati a tumori. 

20. Impiego degli inibitori delta proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per bloccare la permeability vascolare ed edema 
associati a KS. 

21. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per la terapia delle malattie autoimmuni. 

22. Impiego secondo la riv. 21 in cui la malattia autoimmune d scelta fra: 
artrite reumatoide, lupus eritematoso sistemico, tiroiditi, sindrome di 
Goodpasture, vasculite sistemica, sclerodermia, sindrome di Sjogren, 
cirrosi primitiva biliare, rettocolite ulcerosa e morbo di Chron, psoriasi. 

23. Impiego degli inibitori della proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per la terapia delle malattie infiammatorie. 

24. Impiego secondo la riv. 23 in cui la malattia infiammatoria 6 scelta 
fra: allergie ed infiammazioni croniche associate ad agenti infettivi vi- 
ral;, batterici o parassitari, incluso la malattia multicentrica di Castle- 
man. 

25. Impiego degli inibitori delle proteasi del virus HIV, HIV-PI, per la pre- 
parazione di farmaci per il blocco della produzione di citochine in- 
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fiammatorie, con effietto terapeutico anti-inflammatorio, anti- 
edemigeno, anti-angiogenico, anti-KS ed anti-tumorale. 

26. Impiego secondo le rivendicazioni 1-25 in cui I'inibitore delta proteasi 
del virus HIV, HIV-PI, e scelto fra: indinavir, saquinavir, ritonavir, nel- 
finavir, amprenavir, lopinavir, analoghi o derivati con gli stessi effetti, 
da soli o in combinazione fra loro, e/o in associazione con farmaci an- 
ti-infiammatori, anti-angiogenici od anti-tumorali . 

27. Impiego secondo le rivendicazioni 1-26 in soggetti infettati da HIV. 

28. Impiego secondo le rivendicazioni 1-27 da somministrare secondo 
una modalita scelta fra la via orale, intravenosa, intramuscolare, sub- 
cutanea, intradermica, intraperitoneale, intratecale, intrapleurica, in- 
trauterina, transmucosale, rettale, vaginale, intralesionale o percuta- 



29. Impiego secondo le rivendicazioni 1-28 in cui il dosaggio e scelto fra i 
seguenti: per I'indinavir: 1200mg/die, 2400 mg/die e 4800 mg/die; e 
per il saquinavir 1800 mg/die, 3600 mg/die 7200 mg/die. 

/PV 

Roma, 18 Aprile 2001 



nea. 



Per Istituto Superiore di Sanita 
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